








































－ PCR 法を用いた汎用性 DNA サイズマーカーの作製－
Development of Teaching Materials for Molecular Biology Experiments in High 
School : Preparation of Versatile DNA Size Markers by PCR Method 
笠　原　　　恵＊　　向　陽　康　人＊＊
 KASAHARA Megumi HINATA Yasuhito
　高等学校での分子生物学実験の普及のためには，できるだけコストがかからないような実験系の開発が必要である。
高等学校「生物」のバイオテクノロジーの単元において，ほとんどの教科書に DNA の電気泳動実験が掲載されている。
DNA 電気泳動法は分子生物学実験としては基本的なもので PCR 後にも実施される実験であり，必ず DNA サイズマーカー
が必要となる。DNA サイズマーカーには，多くの種類があり販売されているが安価なものではない。そこで本研究では，
汎用性プラスミドを用いて，できるだけ安価に目的の長さの DNA サイズマーカーを作製する方法を開発した。作製した
DNA サイズマーカーは市販品と同等の性能を有し，必要なサイズの DNA 断片のみの増幅も可能なため，目的にあった
独自の DNA サイズマーカーを作製できる点で有用である。
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内容 実験 探究活動 観察＆実験 実験 本文中のみ 実験
テーマ λDNAの制限酵素による切断と電気泳動
PCR法を用いたイネの






0.25 kbp - 10 kbp
DNA マーカー
0.25 kbp - 10 kbp
DNA 分⼦量マーカー
200 bp -1000 bp
マーカー
φX174 HaeIII で切断したもの












　pUC19 のアンピシリン耐性遺伝子（β - ラクタマー
ゼ遺伝子）の 5ʼ 端に対応するフォワード（Fw）プライ
マーを設計した。そこから 100 bp おきに 1000 bp まで
と 1500 bp に対応する 11 種類のリバース（Rv）プライ








手動 PCR を視野に入れて増幅時間が速い SapphireAmp 
Fast PCR Master Mix（タカラバイオ）を使用した。PCR
の反応液量は 50μL，反応組成は酵素説明書に記載の
とおりとした。PCR の反応条件については図２に示す。
また，PCR 装置は Program Temp Control System PC-818





50 TAE（ニッポンジーン）を 100 倍希釈して使用した。
PCR 産物 5μL にミドリグリーンダイレクト（日本ジェ
ネティクス）を 2μL 加え電気泳動に供した。その際，
DNA サイズマーカーとして，100 bp DNA Ladder（バイ
オアカデミア）を使用し比較を行った。
　また，PCR 後の増幅した DNA の精製は NucleoSpin 
Gel and PCR Clean-up（タカラバイオ）を用いて行っ
表２　本研究で使⽤したプライマー⼀覧
プライマー名 配列（５ʼ→３'） 塩基数(mer) Tm値
Amp-Fw ATGAGTATTCAACATTTCCGTGT 23 57.5
Amp-100Rv CATCTTTTACTTTCACCAGCGT 22 58.4
Amp-200Rv ATCATTGGAAAACGTTCTTCGG 22 58.4
Amp-300Rv CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTA 23 57.5
Amp-400Rv TGGCCGCAGTGTTATCACT 19 57.3
Amp-500Rv AGCTCCGGTTCCCAACGA 18 58.4
Amp-600Rv AGCTAGAGTAAGTAGTTCGCC 21 59.4
Amp-700Rv CAGATTTATCAGCAATAAACCAG 23 57.5
Amp-800Rv GTTGCCTGACTCCCCGT 17 57.2
Amp-900Rv ATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAAC 27 57.7
Amp-1000Rv ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 20 58.4








































































図 1　プラスミド pUC19 の塩基配列と設計したプライマー領域
黄色の領域は複製起点（ori），桃色の領域は lacZ-α，水色の領域はアンピシリン耐性遺伝子（β - ラクタマーゼ遺伝子）
を示す。矢印は各プライマーを示す。
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た。 精 製 し た DNA の 濃 度 は， 分 光 光 度 計 ND-1000
（NanoDrop）で OD260 を測定し，その値から計算（OD260 
1 = 50 ng/μL）により算出した。
　作製した DNA サイズマーカーは，500 bp のみ 100 ng
とし，残りの 10 種類（100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 600 
bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1000 bp, 1500 bp）を各 50 ng と
なるように混合した。
Ⅲ　結果
（1）PCR 法による 100 bp ごとの DNA 断片の増幅につ
いて

















増幅するかどうか，全長の異なる pBR322（約 4.3 kbp），
pGFP-phoN（約 4.3 kbp）を使って確かめた。PCR は Taq 





　pUC19 を鋳型として，酵素は Taq Premix を使用し，2
回の PCR を行った。DNA 断片の増幅後，精製し DNA
の収量を測定した。その結果を表３に示す。1 回目と 2
回目では PCR 装置が異なる。100 bp の断片の収量が最
も少なかった。そして，600 bp の収量が最も多かった。
　測定した DNA 濃度を基に 500 bp のみ 100 ng とし，
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サイズ 1回目(ng) ２回目(ng) 合計 (ng) 濃度(ng/μL)
100 bp 782 1064 1846 31
200 bp 1183 1394 2577 43
300 bp 1248 2368 3616 60
400 bp 1419 2899 4318 72
500 bp 1773 3298 5071 85
600 bp 2502 3589 6091 102
700 bp 1805 3260 5065 84
800 bp 1320 2786 4106 68
900 bp 816 2226 3043 51
1000 bp 1526 3158 4685 78
































価な PCR 機器を使わず手動 P C R で可能になるように
検討し，教育現場への普及を促進させたい。　
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図 5　市販の DNA サイズマーカーと作製した DNA サ
イズマーカーとの比較
A:  市販の DNA サイズマーカー ,  B: 本研究で作製した
DNA サイズマーカー 
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